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El presente invento se refiere z un procedimien-
to pars producir Neacil-L-mstionina y L-metionina,

Hagta ahora se conoge el hecho de que la N-gcil-D,L

metionina puede separarse en sus antipodas 6pticos mediante
5. su reaccion con ciertas bases dpticamente activas, por ejem-
plo, treo-2-amino-{p-metilsulfonilfenil)-1,3-propanodiol,
brucina; fenquilamina o lisina, y que las sales diastereo-
mericas pueden separarse una de otra basandose en sug diferent
tes propisdades ffsicas,%eépecialmente en gus diferentes

10, solubilidades (véase, por ejemplo, la patente estadunidense
3.845,110 otorgada el 29 de octubre de 1974 a Fahnenstich y
colaboradores), Sin embargo, dichas bases opticamsnte acti-
vag son en si mismas dificiles de obtenerse, Ademas, los
procedimientos aludidos comunmente no producen buenos rendi-
15. mientos de la N-acil-I~metionina y de graun pursza.

Las enzimas que actuan de modo selec%ivo en deri-
vadog aminodcidos determinados se han emplsado hasta ghora
para suministrar aminoacidos opticamente activos. Por ejem-
plo, la patente estadunidense 3,386.888, expedida el 4 de
20. junio de 1968 a Chibata y colaboradores, describe que la
. I-metionina puede rscuperarse por la accion de lz acilasa

sobre la N-acil-D,L-metionina, Empero, este metodo enzimati-

co no es del todo conveniente, ILa acilasa que se emplea es cqQsto-

sa, la proporcion a la cual se desarrolla la reaccion es re-
25, lativamente lenta y la enzima acilasa es inestable,

La accion del extracto de péncreas (que coatiene
una proteinasa de serina derivada de mamiferos) sobrs el
€gter isopropilico de D,IL-metionina puede deparar cuanto me-

o . - !
nos una resolucion parcial de la metionina., Veanse, al efec-

30. t0, los trabajos de Bremner y colaboradorss en Helv, Chim,
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Agta, Vol, 32, peginas 333-37 (1949) y de Wretlind en Acta
Physiol, Seans., Vol. 20, pagina 1 (1950), Sin embargo,
las enzimas derivadas de mamiferos son costosas y diches pu=-
blicaciones sugieren que no se obtiens una buena purezs op-
tica, Por lo tanto, las publicaciones de referencia no pro-
ponen un procedimiento comercial convenisnte para producir
L-metionina,

Se gabe que las proiteinasas de serina derivadas
de microbios, por ejemplo, las subtilisinas de Novo y
10, Carlsberg, nuestran grados variables de actividad de este-
rasa sobre diversos dsteres aminoacidos de N-acil-L. Veéa-
ge, por ejemplo, el trabajo de Barel y colaboradores sn
The Jour, of Biolog, Chem., Vol., 243, paginas 1344-48
(1968) y de Morihara y colaboradores en Arch. Biochen. and
15, Biophy., Vol., 129, paginas 620-633 (1969). Estas publica-
ciones muegtran quas lasg proteinasas de serina manifiestan
una gran actividad de esterasa sobré algunos de dichos de-
rivados aminodcidos, y poca o ninguna actividzd de esterass
en otros, segudh el aminodeido de que se trate en particular
20, Las publicaciones citadas no deseriben la 2ctividad de les
proteinasas de serina en los esteres de la N-acil-I-metio-
nina, ni la actividad de las proteinasas de serina en los
ésteres racémicos del N-aeil-D,L-aminodeido,

Tante la L-metionina como la N‘Cl-g acil=Lematio~
25, niﬁa son valiosos suplementos nutricionales, por lo que ge-~
ria muy conveniente contar con un procedimiento mas efecti-
vo para obtener dichos compuestos nutricionalmente valio~
sos, Un procedimiénto especialmente efectivo: (1) inclui-
ria materiales fdcilmente disponibles y economicos y (2) produ-

30, cirfa un material de gran pureza, en alto rendimiento y en
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forma rapida.

El presente invento proporciona un procedimiento
especialmente efectivo para obtener N—Cl_9 acil-L-metionina
y I-metionina, En suma, el presenie invento ss refiere a un

procedimiento pare obtener la N-acil-L-metionina opticemen~

te pura, que consiste en: (1) someter el €gter de Neacil-D,Is
metionina & la accidn de una enzims proteolitica selecciona-
da del grupo qus consta de: (a) proteinasas de sulfidrilo

y (b) proteinasas de serina derivadas de microbios y (2) sep

A7)

rar la N-acil-L-metionina resultante, &n ofro aspecto del
invento, el grupo N-acilo puede separarse quimicamente para
dar lugar 2 la L—metion;na.

Bl presente invento se refiere a un procedimiento
para producir la N-acil-L-metionina 6pticamente pura, qus
oonsiste en: (1) someter el ester de N-acil-D,L-metionina
& la accidn de una enzima proteolitica seleccionade del
grupo que consta de: (a) proteinases de sulfidrilo y (b)
proteinasas de serina derivadas de ﬁicrobios; vy (2) sepa-
rar la N-acil-L-metionina resultante,

Tal como se emplea en la presente, la expresion

"N-acil-I-metionina opticamsnte pura" se refiere a la N-zcil
L-metionina materialmente exenta del iscomero D-.

Se ha descubierto que ciertas proteinasas de fa-
cil disponibilidad, por ejemplo, las proteinasas de sulfi-
drilo y las proteinasas de serina derivadas de microbios
muestran una gran actividad de esterasa en cuanto a los
egteres de N-acil-L-metionina, y muy poca actividad de
esterasa por 1o que se refiers a los esteres de N-acil-D-
metionina, Ademds, se ha encontrado qus la gran actividad

de esterasa manifestada en cuanto al isdmero I-, no se
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inhibe por la presencia del isdmero D-. Si el éster de N-acll-

D,L-metionina se somete 2 la accidn de dicha proteinasa re-
sulte una mezcla del eégter de N-acil-D-metionina y N-acil~Ie

metionina, La Neacil-L-metionina puede separarse con facill-

X
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dad de la mezcla por dispositivos convencionalss, por ejemplc

ajustando el pH de una mezcla acuosa y extrayendo con un di-
solvente organico como el cloroformo, ¢l acetato de etilo
o el acetato de butilo, ,

En este invento pueden emplearse varios compues—
tos especificos de éster de N-aeil-D,L-metionina, Los com-
puestos que se prefiefen deben contener los grupos zcilo ¥
éster que se mencionan mds adelante,

De praferencia, el grupo acilo se deriva de dci-
dos grasos qde contienen de 1 & 9 atomos de carbono, Mis
p&rticularmenfe, el grupo ¥-acilo consiste en formilo, ace-
tilo, propionoilo, butiroilo, valeroile, czproilo, enantoi-
lo, caprililo o pelargonoilo. Bl grupo €ster puede derivar
de una variedad de alcoholes que contienen de 1 2 10 y, de
preferencia, de 1 a 6, atomos dé carboro, Los ejemplos es-
pecialmente adecuados de grupos ester son los siguientes:
metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, butilo se-
cundario ¢ isobutilo. Los ejzmplos apropiados en especigl
de grupos acilo son los siguientes: formilo, acetilo y pro-
pionilo, Bl éster metilico racémico de la N-acetil-D,I-ms~
tionina es el que mas se prefisre para usarse en el proce-
dimisnto del pressnte invento,

Lag proteinasas de gulfidrilo adscuadas son, por
sjemplo, papaina, ficina y bromelaina.

Las proteinasas de serina counvenisntes para uti-

lizarse en aste invento darivan de microorgznismos como las

-
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' Chen,, volumen 241, 25 de diciembre de 1966, pagina 5974,

"y mutada por rayos X constituye otra subtilisgina preférida

"~ del presente invento., Diche mutacion puede efectuarse, se-
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bactarias, .10s hongos y los mohos., Lag proteinasas de ae-
rina derivadas de microbios son las que se prefieren en
el procedimiento de sste invento. Estas proteinisas son
relativaments econdmicas y disponibles en el comereio.

A Un ejomplo de proteinasas de gerina preferibles en
8l presente invenito son lasg que derivan del organismo bac-

tseriano Bacillus subtilis 7 que se denominan subtilisinag,

Una subtilisina preferida en el presents invento

eés la cepz Carlsberg derivada del Bacillus gubtilisg, Ia

cepa Carlsherg que se emplea conforme al presente invento
es una cepa de subtilisina conocida, cuya secuencia de

aminoscido se describe en el trabajo de Smith ¥ colabora-
dores que aparece en "The Complete Amino Acid Sequence of

Two Types of Subtilisin, BPNY y Carlsberg", J. of Biol,

Esta cepa de subtilisina se caracteriza por temer una pro-
poreion aproximada de 13:1 entre la tirosina y el tripto-
fano. Ia referencia anterior, que incluye una descripcién'
de la secuencia de aminoacido de la subtilisina Carlsberg,
se incorpora a la presgsente como referencis,

Una subtilisina derivada del Bacillus subtilis

gun la patente estadunidense 3,031,380 expedida el 24 de
abril de 1962 a Minagawa v colaboradoresg, por laz irradia-
cion con rayos X de un organismo Bscillus subtilis, Bl tra-
tamiento subsiguiente puede emplearse de ung mansrs conven-
cional para dar lugar a la preparacion de un compuesto en-
zimgtico. La patente describe un procsdimiento por el cual

ge obtiene una composicidn enzimética, semetiendo el
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Bacillug subtilis a rayos X de uns intensidad qus corres-

ponde materialmente a 24-50 roentgenios, durante un lapso
ninimo de media hora, seleccionando de l2 colonis sometida
a los rayos X una cepa que se identifica por celulas con
5. caracteristicas que consisten en estar exentas de pelo,
resistentes, dentadas, manchadasg y dé un blanco opaco, Se-
prando dicha cepa y poniéndola en un medio de cultivo
geleccionado del grupo dﬁe consta de salvado de trigo y
harina de maiz, manteniendo el cultivo durante un lapso
10, minimo de 40 horas, mientras se aerea de un modo materizle
mente continuwo, y secando el cultivo, Ia descripeion de la
patente estadunidense 3.031,380 ge incorpors a la presen-
te como referencia,

Otrés ejemplos de proteinasas de serina apropia~
15. das para utilizarse sn el presente invento incluyen a2 las
giguientes: proteinasas de serina derivadas del Aspergillusg
oryzse. Los metodos para producir y separer estas enzimas
derivadas de mohos son conocidos de los expertos en el
ramo, Vease, por ejemplo, el trabijo de Subramaenian y co-
20. laboradores, en Biochemistry, Vol., 3 No, 13, paginas
1861-74 (1964), y de Misaki y colaboradores en Agr, Biol,
Chem. Vol. 34, No, 9, paginas 1383-92 (1570); proteinase
de serina derivada del Streptomyces griseus (ATCC 3463),

Dichas proteinasas de serina se encuentran disponibles en
25, el mercado con el nombre industrial "Pronasa" y son vendi-
das por la Kaken Chemical Co, de el Japon. Los metodos
para obtener y separar las proteinasas son conocidas, Vea-
se, por ejemplo, el articulo de Narehshi y colaboradores
en The Journal of Biochemistry, Vo, 62, No, 6, paginas

30, 633-41 (1967), proteinasa de serina derivada del Aspergillub
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gydowi. Se conocen los metodos para producir y ssparar eg-
ta proteinasa de serina derivada de hongos. Véése, por ejemw
plo, el articulo de Danno y colaboradores eun Agr. Biol.
Chem,, Vol. 31, No. 10, paginas 1151-58 (1967).

Otros ejemplos adecuados de proteinasas de seri-
ne derivadas de microbios son: la proteinasga alcalina de
Aspergillus (E.C. 3.4 21.15), la endopeptidasa Altermaria
(E.C, 3.4.21,16), la proteinasa de serina Arthrobacter
(E.C, 3.4,21.17). Estas enzimas particulares se han identi-
ficado de acuerdo con unz nomenclatura sistematica que in-
cluye a un "ndmero =.C.". Vease "Enzyme Nomenclature", de
le Comisidn de Nomenclatura Bioquimica, de Zlsevier Publis-
bing Compeny (1973), Tarjeta No. 73~-78247 de la Bibliote-
ca del Congreso de los Estados Unidos de America,

De manera muy adecuada, la aceion de la enzima
proteolitica sobre el dster de N-2¢il-D,I~metioninz se
desarrolla en un medio acuoso gue se mantiene 2 un pH de
5 a 10, preferentemente de 7 a 8, y a una temperatura de
10 a 609C, De preferencia, la temperaturs se mantiene en
ls escala aproximada de 20 a 40¢eC,

A causa de la gran actividad selsctiva de estera-
sa de las enzimas proteoliticas, gue se emplean sn parti-
cular en el presente invento, hacla el €ster de N-2¢il-I-
metionina, en mezclas de ester de N-acil-D,L-metionina,

se redquieren cantidades muy pequefias de 12 eanzime proteo-

1ftica para obtener rapidamente la N-acil-L-metionine,
- Por ejemplo, se emplean soluciones acuosas que contienen
~ de 0,0005% a 1,0%, por peso y, de preferencia, de 0,005% a

- 0,5%, por peso, de enzimas (las cantidades de snzima que

se mencionan en la presente se refieren a uwna enzima cris-
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talina pura).

Por lo general, la cantidad de¢ 1la N-acil-D,L-metio-
nine que se emple2 es, cuando menos, del 5%, por peso de la
solucion acuosa, De preferencia, se utilizan cantidedes mes
grandes, por ejemplo, cantidades que llegan a que sobrepa-
san la maxima solubilidad del éster de N~acil-D,L-metionina
en el medio acuoso (pueden emplearse cantidades que excedan
la solubilidad mdxima, ya que el €ster L es consumido por
le accion de la enzima mientras mds de €1 entra em solucion),

Ia velocidad de la accion de la enzima sobre el
material depende de la concentracion de la enzima y del
éster en la solucion. A este respecto, el dster metilico de
la N-zcetil-D,I~metionina es sumamente apropiado,‘pués nues-
tra une buena solubilidad enm ague (alrededor del 20%, por
peso, a un pH de 7,5 y a 259C,),

Bn virtud de que el dster metflico de la -N-zcetil-
D,I-metionine es un substrato de éster que se prefiere en
este invento, en el Ejemplo I se suministra una modalidad
especifica detallada del invento em lm cuzl se emplea este
material,

EJEMPLO T

Parte A, ~ Preparacion del ester metilico de N-acetil-D,Im

metionina

Cien gramos de D,L-metionina se mezelan con 500
ml de metanol que contisnen 30 g de NaOH para formar uns
mezcla susceptible de agitarse, A esta mezcla se incorpo-
ran lentamsnte, y agitando, 1,5 equivalentss molarss (basa-

dos en laz D,I-metionina) de anhidrido acetico, Esta mezcla

ge agita constantements hasta aque se conviertes =n una solucibn

elara, Ia solucion clara que resulta contiene Neacetil-D,I.
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metionina disuelta en metanol,

A esta solucidn se incorpora, agitando, H,yS0, an~
hidro en cantidad suficiente para neutralizar =1 NaOH y vol-
ver le solucion ligeramente zcida, En estas condicionas,

12 N-acetil-D,L-metionina se couvizrie en ol dster metilico
de N—acetil&D,L—mstioniné. El metanol y el acetato de metilo
aque quedan (que se formag por la reacecion de deido acetico
residual y anhidrido acetico con NaOH) se separan calentan-
do la mezcla al vacio, la mezcla remanente se combina con
cloroformo y se filtra pars separar salss de sulfato de so-
dio. Znseguida, la solucicn de éster y cloroformo se lava
con agua para separar 1aé sales que hayan quedado, A conti-
nwacion la soluciéh.resuétante de éster y cloroformo se ca~
lienta 2l vacio para sep%rér el cloroformo, El material que

resulta es el ester metfiico de la N-acetil-D,I-mastionina,

Parte B - Prevaracion dq;la N-acetil-L-metionina

Se forma una s;lucidn acuosa que contiene 20%,
por peso, del ester metfiico de N-acetil-D,L-metionina, E1
?H se ajusta a alrsdedor.de 7.5 incorporando NaOH 1N, A
asta solucion se incorpora lentamente 0,04%, por peso de
l2 solucion acuosa, de la subtilisina Carlsberg cristali-

na, que es una proteinasa de aerina disponible en el mer~-

cado con el nombre industrial "Alcalase". Durante la incor—

'poracién de l2 proteinasa, la solucion se agita continua-

mente y el pH se mantisene congtante por la incorporacién

" automatica de NaOH 1N desde un titulador automdtico (el

titulador es un Radiometro fdcilments disponible del tipo

pH-gtat), Cuando ya no es necesaria otra incorporacicn de

. NaOH pars mantensr el pH, la reaccion concluye (en ests

cago, el tiempo fue de alrsdedor de 30 minutos).
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Ia mezcla resultante de estar metilico de N-acetil-

D-metionina y Ne-acetil-L-metionina se separa de la siguien-
te maneras: la mezcla acuosa se eleva a un pH de 10-11 incor-
poréndole NaCH, En seguida, esta mezcla acuosa se extrae
con c¢loroformo, como sigue: a la mezcla se agrega un volu-
men igual de cloroformo, La mezela que resulta ge agita
brevements, A continmzeion, elhcloroformo inmiscible con
agua se separa en una capa dispersa. Las capas de agus ¥y
cloroformo se separan en segulda, El procedimisnto de ex-
traccion con cloroformo se repite por dos vaces mds,

Las capas geparadas de cloroformo, que contienen
¢ster metilico de W-acetil-D-metionina, se combinan, El
cloroformo se separa calentando la sélucion de cloroformo
al vaclo. H1 dster metflico de N-acetil-D-mstionina resul-
tante puade incorporarse a un agua o un metanol que contens-
g2 NaOH, y se calienta durante un tiempo suficiente para
racemizar el material de éster.hEl material D,L-resultante
puede reciclar en geguida en el‘procedimiento.

La capa de agua, que contiene N-acetil-L-metio-
nina,se scidifica incorporendole H,50, para bajar el pH
a 2 o menos, Esta agua acidificada se extrae despues con
cloroformo del modo siguiente: un volumen igual de ¢loro-
formo ge agrega al agua acidificada y se agita bhrevemente,
Se deja que sl cloroformo se separe del agua para formar
dos capaes dispersas, lLa capa de cloroformo se gepara de
la capa de agua, Este procedimiento de extracgidn con clo-
roformo se repite por dos veces mas,

Las capas separadas de cloroformo se combinan,

En seguida, la solucion cloroformicz se calianta modera-

damente al vaclo para ssparar el cloroformo, £l producto
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conaiste en la N-acetil-L-metionina que tiens una pureza
optica mayor de1.95%.

Aungue egte ejsmplo presenta un procedimiento
completo para obitener la N-acetil-L-metionina, debe enten-
derse que los expertos en la téenica cuentan con una variae
dad de metodos dispounibles para formar los esteres ds’
N-acil-D,I-metionina, y que hay numerosos metodos para se-
parar las mezclas de eéster de N-acil-D-metionina y N-acil-
L-metionina, |

SJEMPLO II

Cuando en la Parte B del Ejemplo la proteinasa
de serina que se emplea es la subtilisina BFN, BPN', o la
proteinasa derivads del Aspergillus Oryzae, se obtienen
resultados igualss o se;ejantes en cuanto 2 que‘la N-ace-
til-T-metionina se produce rapidamente, el ester metilico
de la N-acetil-D-metionina no es afectado y los dos com-
puestos pueden separarse con facilidad para deparar la
N-acetil-I-metionina opticamente pura.

wJ aMPLO ITT

Cuando en la Parte B del Ejemplo, el material

dster D,L que se emplsa es un ester metilico, etilico,

) 4 » » L]
propilico o isopropilico de N-formil-D,Il-metionina; un 2ste

etilico, propflico o isoprop{lico de N-acetil-D,L-metioning

Nepropionil-D,I-mstionina, se obtienen resultados iguales ¢
seme jantes, Ya que se oovtiens una N~(formil, acetil o pro-
pionil) L-metionina épticamente pura, la cual puede sepa-
rarse del ester de N-(formil, acstil o propionil)-D-metio-

nina,
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EJEMPLO IV

Cuando en el Ejemplo I, se emplsan pepaina o fi-
¢ina, proteinasas'de sulfidrilo, en lugar de la proteinasa
de serina, se logran materialmente los mismos resultedos,
puesto que se produce la N-acetil-L-mstionina 6pticamente
pura.

Ia Neacil-L-metionina que suministra el procedi-
miento del presente invento puede convertirse de una mane-
ra sencilla en L-metionina, Por ejemplo, puede tratarse a
temperaturas elevadas con un acido diluida; por ejemplo,
pueds disolverse en dcido clorbidrico 2N y esta solucion
gse calienta durante un tiempo a una temperatura aproximada
de 80 a 10090, -

La L-metionina es un articulo comercial conocido
y Util; las N-C;_g acil-L-metioninas son especialmente uti-
les como suplementos dz alimentos proteinicos deficientes

en aminogcido de azufre, como se describe en la solicitud

de patente estadunidense, Expediente No, 256,860, registra-
da el 25 de mayo de 1972, ahora concedida. Por esta razon,
la N-C;_g acil-L-metioninae, especiglmente la N-formil-Leme-
tionina, la N-acetil-I-metionina y la N-propionil-L-metio-
nina, son los productos prefsridos del procedimiento del
prasente invento, .

Descrita suficiéntemente la naturaleza del inven-
to, 2si como la maners de realizarlo en 12 practica, debe
hacerse constar que las disposiciones znteriormente indica-
das, son susceptibles de modificacioneé de detalle en cuan-
t0 no alteren su principio fundamental,

REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para preparar N-acil-L—metioninf
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6pticameﬁte pura, caracterizado porque comprende las etapas
de: (1) someter una mezcla de ester de Neacil-L-metionina y
ester de N-acil-D-metionina a la accidn de una enzima pro-
teolitica elegida del grupo consistente en proteinasas de
gerina derivadas microbiologicamente; y (2) separar la N-zcil-
L-metionina resultante del €ster de N-acil-D-metionina sin
reaccionar,

, 2,~ Procedimiento segun la reivindicacion 1, carac+
terizado porque el grupo acilo contiene de 1 a 9 ztomos de
carbono.

3.- Procedimiento segin 12 reivindicacidn 1, caract
‘erizado porqué el grupd'éster contienz de 1 a 10 dtomos de

».

carbono, ’

4.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracs
terizado porque la enzima oroteolitica es una proteinasa de
serina derivada microbiq}égicamente que congists en un miem~
bro del grupo consistenté en subtilisina Cerlsberg y subti-

lisina BPN,

5.~ Procedimiento segun la reivindicacion 1, carac
terizado porque la mezcla de éster de N-acil-I-metionina y
estar de N-ze¢il-D-mstionina, comprende ester metilico de
Ne~acetil-D,L-metionina,

6.~ Procedimiento segun la reivindicacion 1, ca-
racterizado porque el tratamiento con la enzima proteoliti-
ca se sfectua é.un'pH de 5 a 10,

7.- Procedimiento segun 1ls reivindicacion &, ca-
racterizado porque el tratamiento con la anzima proteolfti—
ca se efectia a un pH de 72 8 y a una tomperatura de 10 a
602C aproximadamente,

8.~ Procedimiento segun la reivindisacicn 7, ca-
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ractsrizado porque la temperatura es de 20 a 40¢¢ aproxi-
nadamente,

9.~ Procedimiento para preparar N-acilel-metio—

) 'J-. .
. ninsa opticamente pura, tal y como queda sustancialmente

descrito en la presente Memoria,
Egte Memoria consta de 15 hojas escritas & mequi-

na por una sola cara,

Madrid,
1 b 4K » -
THE PROCTER & GABBEARPIPANY.
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